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lnd-КЛАСТЕРА STREPTOMYCES 
GLOBISPORUS 1912, ЩО МІСТИТЬ 
ГЕНИ lndY, lndYR, lndW2 ТА lndW
Ä³ëÿíêà êëàñòåðà ãåí³â á³îñèíòåçó ëàíäîì³öèíó 
Å (lnd-êëàñòåðà) S. globisporus 1912, ùî ôëàíêóº 
ñòðóêòóðí³ ãåíè lndZ4-Z6, ì³ñòèòü ÷îòèðè â³äêðèò³ 
ðàìêè ç÷èòóâàííÿ – lndW, lndW2, lndYR ³ lndY. Ãåí 
lndY êîäóº ³ìîâ³ðíó Ser/Thr ïðîòå¿íê³íàçó, êîòðà, 
ÿê ïåðåäáà÷àëîñÿ, ðàçîì ç ðåïðåñîðîì LndYR ìîæå 
êîíòðîëþâàòè ïðîäóêö³þ ëàíäîì³öèí³â ³ ìîðôîãåíåç 
ó S. globisporus 1912. Îäíàê ðåçóëüòàòè âèêîíàíèõ 
åêñïåðèìåíò³â ñâ³ä÷àòü, ùî çà ëàáîðàòîðíèõ óìîâ 
ãåí lndY íå çàä³ÿíèé ó öèõ ïðîöåñàõ. Ç âèêîðèñòàí-
íÿì òðàíñêðèïö³éíîãî çëèòòÿ ïðîìîòîðà lndWð ³ç 
ðåïîðòåðíèì ãåíîì êàòåõîëäèîêñèãåíàçè xylE âèâ÷å-
íî õàðàêòåð âçàºìîä³¿ ïðîìîòîðà lndWð ç ðåïðåñî-
ðîì LndYR ó ÷àñ³ òà îïðàöüîâàíî ñèñòåìó ñêðèí³íãó 
ë³ãàíä³â LndYR in vivo.
Âñòóï. Øòàì S. globisporus 1912 ïðîäóêóº 
àíãóöèêë³÷íèé àíòèá³îòèê ëàíäîì³öèí Å, 
ÿêèé âèÿâëÿº àêòèâí³ñòü ïðîòè íèçêè ðàêî-
âèõ êë³òèí òà ïðèãí³÷óº ð³ñò àíòðàöèêë³í-
ðåçèñòåíòíèõ ïóõëèí, ùî º éîãî óí³êàëüíîþ 
âëàñòèâ³ñòþ [1]. Ëàíäîì³öèí Å àêòèâí³øèé 
ïðîòè ðàêîâèõ êë³òèí ïîð³âíÿíî ç òàêèìè 
â³äîìèìè õ³ì³îòåðàïåâòè÷íèìè àãåíòàìè, ÿê 
áëåîì³öèí, öèñïëàòèí, ì³òîì³öèí Ñ, äîêñî-
ðóá³öèí [2]. Âèÿâëåííÿ ãåíåòè÷íèõ ìåõàí³ç-
ì³â, ùî ðåãóëþþòü ïðîäóêö³þ ëàíäîì³öèíó 
Å, º âàæëèâèì çàâäàííÿì, âèð³øåííÿ ÿêîãî 
äàñòü çìîãó ðîçðîáèòè ìåòîäè ðàö³îíàëüíîãî 
êîíñòðóþâàííÿ íàäïðîäóöåíò³â ëàíäîì³öèí³â ³ 
àíòèá³îòèê³â çàãàëîì.
Á³îñèíòåç ëàíäîì³öèíó Å ó S. globispo-
rus 1912 êîíòðîëþºòüñÿ êëàñòåðîì ç 32 ãåí³â 
(lnd-êëàñòåðîì). Ó íüîìó ³äåíòèô³êîâàíî ÷î-
òèðè ðåãóëÿòîðíèõ ãåíè – lnd², prx, lndY òà 
lndYR. Äâà ïåðø³ ðîçì³ùåí³ íà 5c-ôëàíç³ lnd-
êëàñòåðà. Ãåí lnd² êîäóº øëÿõ-ñïåöèô³÷íèé 
ðåãóëÿòîð ðîäèíè SARP, à prx – éìîâ³ðíó 
ïðîòå¿íàçó/åíäîïåïòèäàçó [3, 4]. Íàòîì³ñòü ãå-
íè lndY ³ lndYR âèÿâëåíî íà 3c-ôëàíç³ lnd-
êëàñòåðà. Ãåí lndY ìåæóº ç ãåíîì ôîñôî-
ïàòåòå¿íòðàíñôåðàçè lndZ6. Ì³æ íèì âèÿâëå-
íî ä³ëÿíêó ðîçì³ðîì 600 ï.í., ùî ì³ñòèòü, ³ìî-
â³ðí³øå âñüîãî, ïðîìîòîð ãåíà lndY (ðèñ. 1). 
Ïðîäóêò ãåíà lndY âèÿâëÿº ãîìîëîã³þ äî íèçêè 
â³äîìèõ ïðîòå¿íê³íàç S. coelicolor. Ðàçîì ç òèì 
lndY ìåæóº ç ãåíîì lndYR, ùî êîäóº ðåãóëÿ-
òîðíèé á³ëîê ðîäèíè GntR. ÄÍÊ-çâ’ÿçó-
âàëüíà àêòèâí³ñòü á³ëê³â ö³º¿ ðîäèíè ìîäó-
ëþºòüñÿ ïðè âçàºìîä³¿ ç åôåêòîðíèìè ìîëå-
êóëàìè (ë³ãàíäàìè) àíàëîã³÷íî äî TetR-ïîä³á-
íèõ á³ëê³â [5]. Íàø³ ïîïåðåäí³ äîñë³äæåííÿ 
ïîêàçàëè, ùî LndYR çàä³ÿíèé ó ïðîöåñàõ 
á³îñèíòåçó ëàíäîì³öèíó Å ³ ñïîðóëÿö³¿ [6]. 
Ç îãëÿäó íà ô³çè÷íå ç÷åïëåííÿ lndY ³ lndYR 
ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî ¿õí³ ïðîäóêòè óòâî-
ðþþòü äâîêîìïîíåíòíó ñèñòåìó ñèãíàëüíî¿ 
òðàíñäóêö³¿, äå LndY ôîñôîðèëþº LndYR ³ 
ó òàêèé ñïîñ³á ìîäóëþº éîãî àêòèâí³ñòü. Ïî-
ä³áí³ äâîêîìïîíåíòí³ ðåãóëÿòîðè âèÿâëåíî ó 
ñòðåïòîì³öåò³â. Òèïîâèì ïðèêëàäîì º ñèñòå-
ìà AbsA1-AbsA2, ÿêà ëîêàë³çîâàíà ó ìåæàõ 
êëàñòåðà ãåí³â á³îñèíòåçó êàëüö³é-çàëåæíîãî 
àíòèá³îòèêà S. coelicolor [7]. Ó íàøîìó âèïàäêó 
ïåðøèì îá’ºêòîì ðåãóëÿòîðíî¿ ä³¿ LndYR º 
ãåíè ÀÂÑ-òðàíñïîðòåð³â lndW ³ lndW2, ùî 
ðîçì³ùåí³ ïîðó÷ ³ç lndYR [6]. Íàø³ ïîïåðåäí³ 
äîñë³äæåííÿ çàñâ³ä÷èëè ó÷àñòü öèõ ãåí³â ó © Î. ÖÈÏ²Ê, Á. ÎÑÒÀØ, Þ. ÐÅÁÅÖÜ, Â. ÔÅÄÎÐÅÍÊÎ,   2013
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íàäàíí³ ñò³éêîñò³ äî ëàíäîì³öèíó Å çà óìîâ 
ãåòåðîëîã³÷íî¿ åêñïðåñ³¿ [8].
Òàêèì ÷èíîì, ä³ëÿíêà lnd-êëàñòåðà, ùî 
ì³ñòèòü ãåíè lndY, lndYR, lndW2 ³ lndW, ìî-
æå áóòè çàä³ÿíà ó ðåãóëÿö³¿ ïðîäóêö³¿ ëàí-
äîì³öèí³â, çîêðåìà íà åòàï³ ¿õíüîãî òðàíñïîð-
òóâàííÿ. Îäíàê ðîëü ãåíà lndY ³ ë³ãàíäè á³ëêà 
LndYR çàëèøàëèñü íåâ³äîìèìè. Íåâ³äîìî áóëî 
é òå, ÿê ó ÷àñ³ åêñïðåñóþòüñÿ ãåíè lndW ³ 
lndYR, ùî ìàº âàæëèâå çíà÷åííÿ, îñîáëèâî 
äëÿ ïîøóêó ³ìîâ³ðíèõ ë³ãàíä³â á³ëêà LndYR. 
Òîìó ìåòà ö³º¿ ðîáîòè ïîëÿãàëà ó äîñë³äæåí-
í³ ðîë³ ãåíà lndY ³ âèâ÷åíí³ ÷àñîâîãî õà-
ðàêòåðó åêñïðåñ³¿ ãåí³â lndW ³ lndYR ìåòîäîì 
òðàíñêðèïö³éíîãî çëèòòÿ ³ç ðåïîðòåðíèì ãå-
íîì êàòåõîëäèîêñèãåíàçè xylE. 
Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Ó ðîáîò³ âèêîðèñ-
òàíî øòàì-ïðîäóöåíò ëàíäîì³öèíó Å äèêîãî 
òèïó S. globisporus 1912, à òàêîæ øòàìè Esche-
richia coli – DH5Į òà ET12567 (pUB307) [6, 
7]. S. globisporus 1912 òà éîãî ïîõ³äí³ âèðî-
ùóâàëè íà â³âñÿíîìó ñåðåäîâèù³, àãàð³ ×àïå-
êà, ì³í³ìàëüíîìó ñåðåäîâèù³ Õîïâóäà (ÌÑ) 
òà â ð³äêèõ ñåðåäîâèùàõ SG, R5A ïðè òåì-
ïåðàòóð³ 28 °Ñ [4, 7, 9]. Øòàìè E. coli âè-
ðîùóâàëè ïðè òåìïåðàòóð³ 37 °Ñ ó ñåðåäîâè-
ùi LB [7]. Ïëàçì³äè ³ âåêòîðè, ùî âèêîðèñ-
òàí³ àáî ñêîíñòðóéîâàí³ ó ö³é ðîáîò³, íàâåäå-
íî ó òàáëèö³. 
Âèä³ëåííÿ ïðåïàðàò³â ñóìàðíî¿ òà ïëàçì³ä-
íî¿ ÄÍÊ, îáðîáêó ÄÍÊ åíäîíóêëåàçàìè ðåñò-
ðèêö³¿, Ò4-ÄÍÊ-ë³ãàçîþ, åëåêòðîôîðåòè÷íèé 
àíàë³ç ÄÍÊ, òðàíñôîðìàö³þ E. coli âèêîíó-
âàëè çã³äíî ç³ ñòàíäàðòíèìè ìåòîäèêàìè [7].
Ïîë³ìåðàçíó ëàíöþãîâó ðåàêö³þ (ÏËÐ) ïðîâî-
äèëè, ÿê îïèñàíî ó [2], ç âèêîðèñòàííÿì ÏËÐ-
ðîáîòà MiniCycler («MJ Research», ÑØÀ). 
Ì³æðîäîâó êîí’þãàö³þ E. coli – S. globisporus 
çä³éñíþâàëè çà ìîäèô³êîâàíîþ ìåòîäèêîþ 
Ìàçîä³ºðà [2, 9, 10]. Ëàíäîì³öèíè åêñòðàãó-
âàëè òà àíàë³çóâàëè çã³äíî ç îïèñàíèìè ìå-
òîäèêàìè [1, 8]. Àêòèâí³ñòü êàòåõîëäèîêñè-
ãåíàçè íà 2–6-é äåíü âèðîùóâàííÿ â ÷àøêàõ 
âèçíà÷àëè, ÿê îïèñàíî â [7]. 
Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. 
Íàäåêñïðåñ³ÿ òà ñïðÿìîâàíå ðóéíóâàííÿ ãåíà 
lndY ó S. globisporus 1912. ²ìîâ³ðíèé ïðîäóêò 
òðàíñëÿö³¿ ãåíà lndY (690 àì³íîêèñëîòíèõ çà-
ëèøê³â) ïîä³áíèé (30–40 %) äî ê³ëüêîõ â³äî-
ìèõ ïðîòå¿íê³íàç S. coelicolor M145 – SCO3621, 
SCO4487 (PkaG) òà SCO4507, ³ ì³ñòèòü õàðàê-
òåðí³ êîíñåðâàòèâí³ N-òåðì³íàëüí³ ìîòèâè 
[6]. Ùîá ç’ÿñóâàòè, ÷è çàä³ÿíèé ïðîäóêò ãåíà 
lndY ó ðåãóëÿö³¿ á³îñèíòåçó ëàíäîì³öèíó Å, 
éîãî ôóíêö³þ äîñë³äæåíî çà äîïîìîãîþ ãåí-
íî¿ íàäåêñïðåñ³¿ òà çàì³ùåííÿ â õðîìîñîì³ 
íà ³íàêòèâîâàíèé àëåëü lndY::aadA. Äëÿ íàä-
åêñïðåñ³¿ ñòâîðåíî ïëàçì³äó ðÊÑÎÂY, ÿêà ì³ñ-
òèòü lndY ï³ä êîíòðîëåì êîíñòèòóòèâíîãî 
ñèëüíîãî ïðîìîòîðà ãåíà ñò³éêîñò³ äî åðèò-
ðîì³öèíó ermEp Saccharopolyspora erythraea [7]. 
Ôðàãìåíò ÄÍÊ ðîçì³ðîì 3 ò.ï.í., ùî ì³ñòèòü 
àëåëü lndY äèêîãî òèïó, âèä³ëåíî ç ïëàçì³äè 
ðÊÑ35 ÿê XbaI-EcoRI-ðåñòðèêò òà êëîíîâàíî 
ó âåêòîð åêñïðåñ³¿ pKC1218E ó â³äïîâ³äí³ ñàéòè, 
ùî ïðèâåëî äî óòâîðåííÿ ïëàçì³äè ðÊÑÎÂY. 
Ïëàçì³äó ðÊÑÎÂY ïåðåíåñåíî ó S. globisporus 
1912 çà äîïîìîãîþ ì³æðîäîâî¿ êîí’þãàö³¿ ç 
Âåêòîðè ³ ïëàçì³äè, âèêîðèñòàí³ â ðîáîò³
Íàçâà Õàðàêòåðèñòèêà Ïîñèëàííÿ
pSET152
pKC1139
pKC1218E
pGX1
pKC35
pKCOBY
pKC35aadA
pSETWxylE
intĳC31-attP aac(3)IV (Amr) lacZ oripUC19 
oripSG5 (ts) aac(3)IV (Amr) lacZ oripUC19
oriSCP2 aac(3)IV (Amr) lacZ::ermEp oripUC19
pUC19, ùî ì³ñòèòü ãåí xylE
pKC1139, ùî ì³ñòèòü ôðàãìåíò lnd-êëàñòåðà ðîçì³ðîì 3,5 ò.ï.í. ç ãåíîì lndY
pKC1218E, ùî ì³ñòèòü BamHI-EcoRI ôðàãìåíò lnd-êëàñòåðà ðîçì³ðîì 3 ò.ï.í. 
 ç ãåíîì lndY ï³ä êîíòðîëåì ermEp
pKC35, â óí³êàëüíèé XcmI-ñàéò ÿêî¿ ó ìåæàõ ãåíà lndY êëîíîâàíî ãåí 
 ñò³éêîñò³ äî ñïåêòèíîì³öèíó aadA
pSET152, â ÿêó êëîíîâàíî òðàíñêðèïö³éíå çëèòòÿ lndWp-xylE
[7]
[7]
[7]
[10]
[5]
Öÿ ðîáîòà
Öÿ ðîáîòà
Öÿ ðîáîòà
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Å. ñîl³. Êîëîí³¿ îòðèìàíèõ ðÊÑÎÂY+-òðàíñ-
êîí’þãàíò³â íå â³äð³çíÿëèñÿ â³ä øòàìó S. glo-
bisporus äèêîãî òèïó çà ìîðôîëîã³ºþ òà ð³âíåì 
ñïîðóëÿö³¿. Íå çì³íþâàëàñÿ é äèíàì³êà ðîñ-
òó ðÊÑÎÂY+-øòàì³â çà óìîâ ãëèáèííîãî 
êóëüòèâóâàííÿ. Îòæå, íàäåêñïðåñ³ÿ lndY íå 
âïëèâàº íà ìîðôîëîã³÷íèé ðîçâèòîê S. glo-
bisporus. Ìè ïîð³âíÿëè ñïåêòðè ñò³éêîñò³ S. glo-
bisporus 1912 òà pKCOBY+-òðàíñêîí’þãàíò³â 
äî íèçêè àíòèá³îòèê³â – êàíàì³öèíó, íåîì³-
öèíó, ñòðåïòîì³öèíó, ã³ãðîì³öèíó, öåôàëîòè-
íó, ïåí³öèë³íó, åðèòðîì³öèíó, îëåàíäîì³öè-
íó, òåòðàöèêë³íó òà ðèôàìï³öèíó, ïðîòå â³ä-
ì³ííîñòåé ì³æ íèìè íå âèÿâèëè. Íàäåêñïðåñ³ÿ 
lndY íå âïëèâàëà òàêîæ ³ íà ð³âåíü ñèíòåçó 
ëàíäîì³öèíó Å â ð³äêîìó ñåðåäîâèù³ SG òà 
íà àãàðèçîâàíîìó â³âñÿíîìó ñåðåäîâèù³. 
Ñïðÿìîâàíå ðóéíóâàííÿ lndY çä³éñíþâà-
ëè øëÿõîì ³íñåðö³¿ â éîãî êîäóþ÷ó ïîñë³-
äîâí³ñòü ãåíà àì³íîãë³êîçèä-àäåí³ë³ëòðàíñôå-
ðàçè aadA, ùî íàäàº ñò³éêîñò³ äî ñïåêòèíî-
ì³öèíó [7]. Êîäóþ÷à ïîñë³äîâí³ñòü ãåíà lndY 
ì³ñòèòü óí³êàëüíèé ñàéò âï³çíàâàííÿ äëÿ åí-
äîíóêëåàçè ðåñòðèêö³¿ XcmI, ÿêèé âèêîðèñ-
òàëè äëÿ ³íñåðö³¿ ãåíà aadA. Ó ðåçóëüòàò³ îò-
ðèìàëè ïëàçì³äó ðÊÑ35ààdÀ, ùî ì³ñòèòü ìó-
òàíòíèé àëåëü lndY::aadA (ðèñ. 1). 
Òðàíñêîí’þãàíòè S. globisporus ðÊÑ35ààdÀ+ 
â³äáèðàëè íà ñåðåäîâèù³ ç³ ñïåêòèíîì³öèíîì 
ïðè 30 °Ñ. Çà öèõ óìîâ ïëàçì³äà ðåïë³êóºòüñÿ 
³ ï³äòðèìóºòüñÿ ó êë³òèíàõ ñòðåïòîì³öåò³â 
ÿê àâòîíîìíèé ãåíåòè÷íèé åëåìåíò. Øòàì 
ðÊÑ35ààdÀ+ äëÿ îäåðæàííÿ ìóòàíò³â S. glo-
bisporus 1912 ç³ çðóéíîâàíèì ãåíîì lndY::ààdÀ 
âèðîñòèëè â ð³äêîìó ñåðåäîâèù³ ÒSÂ ïðîòÿ-
ãîì òðüîõ ä³á çà òåìïåðàòóðè 39 °Ñ, ïðè ÿê³é 
òåðìî÷óòëèâèé ðåïë³êîí pSG5 íå ôóíêö³îíóº 
[7]. Ï³ñëÿ ³íêóáàö³¿ çà öèõ óìîâ êë³òèíè 
âèñ³âàëè íà ñåðåäîâèùå ç³ ñïåêòèíîì³öèíîì. 
Ó ðåçóëüòàò³ âäàëîñü îòðèìàòè áëèçüêî 150 
ñïåêòèíîì³öèí-ñò³éêèõ êëîí³â, ùî âîäíî-
÷àñ âèÿâèëèñü ñò³éêèìè ³ äî àïðàì³öèíó. Öå 
ñâ³ä÷èòü ïðî ïðîõîäæåííÿ ïåðâèííîãî êðî-
ñèíãîâåðó, âíàñë³äîê ÿêîãî âñÿ ïëàçì³äà ³í-
òåãðóºòüñÿ ó õðîìîñîìó çà ðàõóíîê ãîìî-
ëîã³÷íî¿ ðåêîìá³íàö³¿. Äëÿ îòðèìàííÿ âòî-
ðèííîãî êðîñèíãîâåðó îäèí ç êëîí³â ïåðå-
ñ³ÿëè çà íåñåëåêòèâíèõ óìîâ òðè÷³. Ð³äêó 
êóëüòóðó ï³ñëÿ òðüîõ ïàñàæ³â ïîñ³ÿëè ó ðîç-
âåäåííÿõ íà â³âñÿíå ñåðåäîâèùå. Ï³ñëÿ àíà-
ë³çó 300 êëîí³â, ùî âèðîñëè íà ÷àøêàõ, âèÿâ-
ëåíî îäèí êëîí, ñò³éêèé äî ñïåêòèíîì³öèíó 
òà ÷óòëèâèé äî àïðàì³öèíó, ùî ³ìîâ³ðíî âè-
íèê âíàñë³äîê âòðàòè ïîñë³äîâíîñòåé âåêòî-
ðà. Ôàêò çàì³ùåííÿ ãåíà lndY íà ìóòàíòíèé 
àëåëü lndY::aadA äîâåäåíî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ 
ç ïðàéìåðàìè (lndYup: AATTCGTGGCC-
GTGGCCGTGGC; lndYrp TTCCCCTGTG-
GCCGCGACGCGC) äî ê³íö³â ãåíà lndY. Ç 
ãåíîìó øòàìó äèêîãî òèïó 1912 îòðèìàëè 
àìïë³êîí ðîçì³ðîì 2 ò.ï.í., à ç ãåíîìó lndY-
ìóòàíòà – 4 ò.ï.í., ÿêèé º ðåçóëüòàòîì ³íñåðö³¿ 
êàñåòè ñò³éêîñò³ aadA ðîçì³ðîì 2 ò.ï.í. â êî-
äóþ÷ó ïîñë³äîâí³ñòü lndY. Âèêîðèñòàâøè òàê³ 
ñàì³ ï³äõîäè, ÿê ³ ï³ä ÷àñ àíàë³çó íàäåêñïðåñ³¿ 
lndY, âñòàíîâèëè, ùî ìóòàíò íå â³äð³çíÿºòüñÿ 
Ðèñ. 1. Ôðàãìåíò lnd-êëàñòåðà S. globisporus 1912; ãåí lndY – êîäóº ñåðèí/òðåîí³íîâó ïðîòå¿íê³íàçó, lndYR – 
òðàíñêðèïö³éíèé ðåãóëÿòîð ðîäèíè GntR , lndW2 – òðàíñìåìáðàííà ñóáîäèíèöÿ ÀÂÑ-òðàíñïîðòåð³â, 
lndW – ÀÒÔàçíà ñóáîäèíèöÿ ÀÂÑ-òðàíñïîðòåð³â; Â – BamHI, E – EcoRI, Xc – XcmI
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â³ä øòàìó äèêîãî òèïó çà ñò³éê³ñòþ äî àí-
òèá³îòèê³â, ñïîðóëÿö³ºþ ³ ð³âíåì á³îñèíòåçó 
ëàíäîì³öèíó Å. Îòæå, ïðîòå¿íê³íàçà LndY íå 
çàä³ÿíà â ðåãóëÿö³¿ ñèíòåçó ëàíäîì³öèíó Å òà 
ñïîðóëÿö³¿ S. globisporus 1912. Ìîæëèâî, lndY 
º ìîâ÷àçíèì ãåíîì ³ íå åêñïðåñóºòüñÿ çà ëà-
áîðàòîðíèõ óìîâ àáî êîíòðîëþº ³íø³ îçíàêè 
S. globisporus 1912, ùî íå äîñë³äæóâàëèñÿ ó 
ö³é ðîáîò³. Ùîá ïåðåâ³ðèòè, ÷è â³äáóâàºòüñÿ 
åêñïðåñ³ÿ lndY â S. globisporus, âèêîðèñòàëè 
ìåòîä ÇÒ-ÏËÐ ³ ïðàéìåðè, ÿê³ îïèñàíî íà-
ìè ðàí³øå [6]. Íå âèÿâèëè òðàíñêðèïòà lndY 
çà óìîâ âèðîùóâàííÿ S. globisporus ó ïîâíî-
ö³ííîìó ñåðåäîâèù³ R5A (ðèñ. 2), íà ÿêîìó 
ñïîñòåð³ãàºòüñÿ âèñîêèé ð³âåíü ïðîäóêö³¿ 
ëàíäîì³öèí³â [6]. Öåé ðåçóëüòàò óçãîäæóºòüñÿ 
ç ïðèïóùåííÿì ïðî òå, ùî ãåí lndY íå 
åêñïðåñóºòüñÿ çà ëàáîðàòîðíèõ óìîâ âèðî-
ùóâàííÿ S. globisporus. Ìîæíà òàêîæ çðîáèòè
âèñíîâîê, ùî lndY íå º åëåìåíòîì äâîêîì-
ïîíåíòíî¿ ñèñòåìè òðàíñäóêö³¿ çà óìîâ, çà 
ÿêèõ ³íø³ lnd-ãåíè àêòèâíî åêcïðåñóþòüñÿ 
[6]. Íà ñüîãîäí³ îïèñàíî â³äñóòí³ñòü åêñïðåñ³¿ 
ðåãóëÿòîðíèõ ãåí³â, ùî êîäóþòü ðåïðåñîðè 
á³îñèíòåçó àíòèá³îòèê³â â àêòèíîì³öåò³â, çà 
óìîâ ³íòåíñèâíîãî ñèíòåçó àíòèá³îòèêà. Öå, 
î÷åâèäíî, ïîòð³áíî äëÿ òîãî, ùîá ðîçïî÷à-
ëàñü åêñïðåñ³ÿ àêòèâàòîðíèõ ãåí³â ³ â³äòàê – 
ñòðóêòóðíèõ ãåí³â á³îñèíòåçó àíòèá³îòèêà 
[11], îäíàê íîêàóò òàêèõ ãåí³â çàçâè÷àé ïðè-
âîäèòü äî çì³í ó ñèíòåç³ àíòèá³îòèêà. Ó íà-
øîìó âèïàäêó íîêàóò lndY íå âïëèâàâ íà ñèí-
òåç ëàíäîì³öèí³â. Çàëèøàºòüñÿ íåçðîçóì³ëèì, 
ÿê³ ôàêòîðè íåîáõ³äí³ äëÿ ³í³ö³àö³¿ åêñïðåñ³¿ 
ïðîìîòîðà ãåíà lndY. Ó áóäü-ÿêîìó âèïàäêó 
íàøà ðîáîòà º ñâ³ä÷åííÿì, ùî ð³âåíü åêñ-
ïðåñ³¿ ðåãóëÿòîðíèõ ãåí³â á³îñèíòåçó àíòè-
á³îòèêà ó ìåæàõ ãåííèõ êëàñòåð³â ìîæå çíà÷-
íî â³äð³çíÿòèñÿ. 
Òðàíñêðèïö³éíå çëèòòÿ ïðîìîòîðà ãåíà 
lndW òà ðåïîðòåðíîãî ãåíà xylE. Ðåçóëüòàòè 
ïîïåðåäí³õ äîñë³äæåíü câ³ä÷àòü, ùî LndYR 
ïðèãí³÷óº åêñïðåñ³þ ãåí³â ÀÂÑ-òðàíñïîðòå-
ð³â lndW/W2, çâ’ÿçóþ÷èñü ç ïðîìîòîðîì ãåíà 
lndW [6], îäíàê õàðàêòåð åêñïðåñ³¿ lndW ³ 
lndYR ó ÷àñ³ â êë³òèíàõ S. globisporus íå âèâ-
÷åíî. ßê âæå çàçíà÷åíî, ðåãóëÿòîðè ðîäèíè 
GntR – öå ðåïðåñîðè, àêòèâí³ñòü ÿêèõ ìîäó-
ëþºòüñÿ ïðè âçàºìîä³¿ ç ë³ãàíäàìè [12]. Íèí³ 
âæå îïèñàíî íèçêó ë³ãàíä³â äëÿ äåÿêèõ GntR-
ïîä³áíèõ á³ëê³â, á³ëüø³ñòü ç ÿêèõ – äèñàõàðè-
äè àáî ¿õí³ ïîõ³äí³ [5]. Ë³ãàíä, ùî âçàºìîä³º ç 
LndYR – íåâ³äîìèé. Äëÿ âèâ÷åííÿ õàðàêòåðó 
åêñïðåñ³¿ ãåí³â lndW ³ lndYR ó ÷àñ³ òà âèÿâëåí-
íÿ ë³ãàíäó LndYR ñêîíñòðóþâàíî ïëàçì³äó, 
â ÿê³é ðåïîðòåðíèé ãåí xylE çíàõîäèòüñÿ ï³ä 
ïðîìîòîðîì lndWp ãåíà lndW. Ãåí xylE êîäóº 
êàòåõîëäèîêñèãåíàçó, ÿêà ðîçùåïëþº áåçáàðâ-
íèé êàòåõîë äî çàáàðâëåíîãî ó æîâòèé êîë³ð 
2-ã³äðîêñèìóêîíîâîãî íàï³âàëüäåã³äó [7]. Ä³-
ëÿíêó lnd-êëàñòåðà, ùî ì³ñòèòü lndWp, àìï-
ë³ô³êîâàíî çà äîïîìîãîþ ïðàéìåð³â lndWp-
HindIII-up ÀÀÀÀÀTTAGACGTTCCGGGTG-
ACTGCC) òà lndWp-XbaI-rp (AAATCTAGA-
Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòè íàï³âê³ëüê³ñíîãî ÇÒ-ÏËÐ-àíà-
ë³çó åêñïðåñ³¿ âèáðàíèõ lnd-ãåí³â â S. globisporus 
1912: 1 – lndJ; 2 – lndY; 3 – lndYR; 4 – lndW; 5 – 
êîíòðîëü 16S ðÐÍÊ (rrnA)
Ðèñ. 3. Ñõåìà ôóíêö³îíóâàííÿ xylE-ðåïîðòåðíî¿ 
ñèñòåìè:     – òðàíñêðèïö³éíèé ðåãóëÿòîð LndYR, 
  – ë³ãàíä LndYR,   – LndYR, ³íàêòèâîâàíèé ë³-
ãàíäîì
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GTGTCTGCCACGCGCCTCAC). Î÷èùåíèé 
ïðîäóêò ÏËÐ êëîíóâàëè ó ïëàçì³äó pGX1 
ïåðåä êîäóþ÷îþ ïîñë³äîâí³ñòþ ãåíà xylE, âè-
êîðèñòàâøè ñàéòè ä³¿ åíäîíóêëåàç ðåñòðèê-
ö³¿ HindIII ³ XbaI. Äàë³ ôðàãìåíò lndWp-xylE 
ðîçì³ðîì 1,7 ò.ï.í. êëîíóâàëè ó âåêòîð pSET152,
ÿêèé ³íòåãðóºòüñÿ â õðîìîñîìó ñòðåïòîì³öå-
ò³â ó attB-ñàéò àêòèíîôàãà ĳÑ31 [7]. Áóäîâó 
ïëàçì³äè pSET152WXylE ï³äòâåðäæåíî çà äî-
ïîìîãîþ ñåêâåíóâàííÿ. 
Çã³äíî ç íàøîþ âèõ³äíîþ ã³ïîòåçîþ ðåï-
ðåñ³ÿ òðàíñêðèïö³¿ ãåí³â ðåãóëÿòîðàìè GntR 
òðèâàº äîòè, äîêè êîíöåíòðàö³ÿ ë³ãàíäó 
LndYR íå ïåðåâèùóº ïåâíîãî ïîðîãîâîãî ð³â-
íÿ. Ï³ñëÿ ïåðåâèùåííÿ öüîãî ð³âíÿ ë³ãàíä 
åôåêòèâíî âçàºìîä³º ç ðåïðåñîðîì, ïðèãí³÷ó-
þ÷è éîãî çäàòí³ñòü çâ’ÿçóâàòè ÄÍÊ [5, 12]. 
LndYR ðåïðåñóº lndW çà ðàõóíîê âçàºìîä³¿ 
ç ïðîìîòîðîì lndW (lndWp). Öå ìîæíà âè-
ÿâèòè çà â³äñóòí³ñòþ åêñïðåñ³¿ ðåïîðòåðíîãî 
ãåíà, òîìó ùî çì³íà çàáàðâëåííÿ êîëîí³é ïðè 
äîäàâàíí³ õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòó êàòåõîëäè-
îêñèãåíàçè íå â³äáóâàºòüñÿ (ðèñ. 3). Ïåðøà 
÷àñîâà òî÷êà, êîëè ç’ÿâëÿºòüñÿ çàáàðâëåííÿ 
íàâêîëî êîëîí³é ðåïîðòåðíîãî øòàìó, ³ áóäå 
ò³ºþ òî÷êîþ, êîëè â êë³òèí³ íàêîïè÷èëàñü äî-
ñòàòíÿ ê³ëüê³ñòü ìîëåêóë ë³ãàíäó, ùîá åôåê-
òèâíî äåðåïðåñóâàòè lndWp. Òîìó íà ïåðøî-
ìó åòàï³ äîñë³äæåíü ìè âèð³øèëè âèçíà÷èòè 
÷àñ, êîëè â³äáóâàºòüñÿ äîñòàòíº íàêîïè÷åí-
íÿ ë³ãàíäó LndYR. Ó öèõ äîñë³äàõ S. globis-
porus âèðîùóâàëè íà ñåðåäîâèùàõ ×àïåêà ³ 
ÌÑ, îñê³ëüêè âîíè çàáåçïå÷óþòü ³íòåíñèâ-
íèé ð³ñò, íå ì³ñòÿòü âóãëåâîä³â, ÿê³ ìîæóòü 
áóòè éìîâ³ðíèìè ë³ãàíäàìè LndYR, òà º áåç-
êîë³ðíèìè. Øòàìè WXylE+ òà 1912 (êîíò-
ðîëü) âèðîùóâàëè ïðîòÿãîì ï’ÿòè ä³á. Çàáàðâ-
ëåííÿ íàâêîëî êîëîí³é íå ç’ÿâëÿëîñü ðàí³-
øå ÷åòâåðòî¿ äîáè. Îòæå, ëèøå íà ÷åòâåðòó 
äîáó â êë³òèí³ ç’ÿâëÿºòüñÿ ïåâíà ðå÷îâèíà,
ùî çäàòíà âçàºìîä³ÿòè ³ç LndYR, çâ³ëüíÿþ÷è 
ó òàêèé ñïîñ³á ïðîìîòîð lndWp. Ö³ äàí³ ï³ä-
òâåðäæóþòü ïîïåðåäíº ïðèïóùåí-íÿ ïðî òå, 
ùî LndYR íå çâ’ÿçóºòüñÿ áåçïîñåðåäíüî ç 
ïðîìîòîðàìè ñòðóêòóðíèõ lnd-ãåí³â, îñê³ëüêè 
ï³ê åêñïðåñ³¿ lnd-ãåí³â ïðèïàäàº íà òðåòþ äî-
áó [4, 6], ³, î÷åâèäíî, âîíè íå ìîæóòü ï³ä-
ëÿãàòè ðåïðåñîð-í³é ä³¿ LndYR.
Ñòâîðåíó ðåïîðòåðíó ñèñòåìó ìîæíà âè-
êîðèñòàòè äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ë³ãàíäó LndYR. 
Äëÿ îïðàöþâàííÿ öüîãî ï³äõîäó ìè âèðîùó-
âàëè øòàìè 1912 òà WXylE ïðîòÿãîì òðüîõ ä³á. 
Íà öåé ìîìåíò åêñïðåñ³ÿ lndWp-xylE ïðàê-
òè÷íî ïîâí³ñòþ çàáëîêîâàíà, ³ ò³ëüêè çîâ-
í³øíº âíåñåííÿ ë³ãàíäó ìîæå àêòèâóâàòè ðå-
ïîðòåðíèé ãåí. ßê òåñòåðí³ ìîëåêóëè âèêî-
ðèñòàíî íàéá³ëüø âàæëèâ³ òà ðîçïîâñþäæåí³ 
ìîíî- òà äèñàõàðèäè, à ñàìå ãëþêîçó, N-àöå-
òèëãëþêîçàì³í, ëàêòîçó òà ìàëüòîçó. Îñê³ëüêè S. 
globisporus 1912 º ïðîäóöåíòîì ëàíäîì³öèíó Å, 
íå âèêëþ÷åíî, ùî ñàìà ìîëåêóëà àíòèá³îòè-
êà ìîæå âçàºìîä³ÿòè ç ðåãóëÿòîðîì LndYR. 
Öå ñòîñóºòüñÿ ³ äåÿêèõ ³íøèõ ïðåäñòàâíèê³â 
ðîäèíè ðåãóëÿòîð³â [5, 12], òîìó ìè äîñë³-
äèëè ëàíäîì³öèí Å ÿê ïîòåíö³éíèé ë³ãàíä
LndYR. Â óñ³õ âèïàäêàõ ìè íå ñïîñòåð³ãàëè 
çì³íè çàáàðâëåííÿ ñåðåäîâèùà. Öå ñâ³ä÷èòü 
ïðî òå, ùî æîäíà ç àïðîáîâàíèõ ìîëåêóë 
íå âèñòóïàº åôåêòîðîì LndYR. Îòæå ë³ãàíä 
LndYR â³äð³çíÿºòüñÿ â³ä îïèñàíèõ íà ñüîãîäí³ 
ë³ãàíä³â äëÿ ³íøèõ á³ëê³â íàäðîäèíè GntR ó 
áàêòåð³é. Äàë³ ïëàíóºòüñÿ ïðîàíàë³çóâàòè øè-
ðîêå êîëî ñïîëóê ÿê ³ìîâ³ðíèõ ë³ãàíä³â LndYR .
Âèñíîâêè. Âñòàíîâëåíî, ùî ãåí lndY íå 
âïëèâàº íà ñïîðóëÿö³þ ³ ïðîäóêö³þ ëàíäî-
ì³öèí³â øòàìîì S. globisporus, îñê³ëüêè öåé 
ãåí íå åêïðåñóºòüñÿ çà óìîâ âèðîùóâàííÿ, 
ÿê³ îïòèìàëüí³ äëÿ åêñïðåñ³¿ ðåøòè lnd-ãåí³â. 
Âèâ÷åíî ÷àñîâèé õàðàêòåð âçàºìîä³¿ ïðîìî-
òîðà lndWð ç ðåïðåñîðîì LndYR. Çà äîïîìî-
ãîþ ðåïîðòåðíî¿ ñèñòåìè ïîêàçàíî, ùî ëè-
øå íà ÷åòâåðòó äîáó ó êë³òèíàõ S. globisporus 
íàêîïè÷óºòüñÿ ñïîëóêà, ùî âçàºìîä³º ç öèì 
ðåïðåñîðîì. 
O. Tsypik, B. Ostash, Y. Rebets, V. Fedorenko
CHARACTERIZATION OF STREPTOMYCES 
GLOBISPORUS 1912 lnd-CLUSTER REGION 
CONTAINING lndY, lndYR, lndW2
AND lndW GENES
Streptomyces globisporus 1912 lnd-cluster region 
which flanks structural lndZ5-lndZ6 genes contains four 
open reading frames lndW, lndW2, lndYR and lndY. 
The latter one encodes putative proteinase which can 
regulate landomycin production and morphogenesis like 
LndYR. However, results of lndY overexpression and 
gene knockout showed that lndY did not participate in 
regulation of landomycin production and morphogenesis 
of Streptomyces globisporus 1912. Using transcriptional 
fusion of promoter lndWð to catechol dioxygenase re-
porter gene xylE the temporal character of interaction of 
promoter lndWð and repressor LndYR was studied.
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Î. Öûïèê, Á. Îñòàø, Þ. Ðåáåö, Â. Ôåäîðåíêî
ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ Ó×ÀÑÒÊÀ lnd-ÊËÀÑÒÅÐÀ 
STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912, 
ÑÎÄÅÐÆÀÙÅÃÎ ÃÅÍÛ lndY, lndYR, 
lndW2 È lndW
Ó÷àñòîê êëàñòåðà ãåíîâ áèîñèíòåçà ëàíäîìè-
öèíà (lnd-êëàñòåðà) Streptomyces globisporus 1912, 
ôëàíêèðóþùèé ñòðóêòóðíûå ãåíû lndZ4-Z6, ñîäåð-
æèò ÷åòûðå îòêðûòûå ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ – lndW, 
lndW2, lndYR è lndY. Ãåí lndY êîäèðóåò âåðîÿò-
íóþ Ser/Thr ïðîòåèíêèíàçó, êîòîðàÿ, êàê ïðåä-
ïîëàãàëîñü, âìåñòå ñ ðåïðåññîðîì LndYR ìîæåò 
êîíòðîëèðîâàòü ïðîäóêöèþ ëàíäîìèöèíîâ è ìîð-
ôîãåíåç ó S. globisporus 1912. Îäíàêî ðåçóëüòàòû 
íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî 
â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ ãåí lndY íå ó÷àñòâóåò â 
ýòèõ ïðîöåññàõ. Ïðè ïîìîùè òðàíñêðèïöèîííîãî 
ñëèÿíèÿ ïðîìîòîðà lndWð ãåíà ÀÂÑ-òðàíñïîðòåðà 
lndW ñ ðåïîðòåðíûì ãåíîì êàòåõîëäèîêñèãåíàçû 
xylE  èçó÷åí âðåìåííîé õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ 
ýòîãî ïðîìîòîðà ñ LndYR è ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà 
ñêðèíèíãà ëèãàíäîâ LndYR in vivo.
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